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(57) Abstract 

The method disclosed is used for the genetic expression in vivo of heterologous proteins such as the c-ras oncogene of Har- I 

vey, the human growth hormone gene (hGH) and the gene resisting to neomycine by means of ceils transfected with liposome that i 

is injected as a suspension in the blood circulating in an animal (rat or rabbit). The expression vector encapsulated in the lipo- | 

somes injected may contain for example the gene coding for an oncogene. In this case, a member containing transfected duTeren- I 

tiated cells is taken from the animal and they are then cultivated in vitro in order to select the cells which express the oncogene | 

and which, consequently, may proliferate in vitro. When the animal is injected with liposomes encapsulating the gene of hGH I 

and the neomycine resistant gene, the cells selected in culture media containing the antibiotic produce hGH. On the other hand, I 

when the expression vector contains the gene of hGH controlled by the human promoter of the 70 kd, thermal shock protein | 

gene, and it is injected to animals, the latter secrete in the circulating blood hGH after thermal induction. Furthermore the repeti- j 

tion of these steps induces the synthesis of anti-hGH antibodies by the animal. The main fields of application of the invention are I 

either the production of differentiated cells capable of proliferating in vitro or the production in vivo of biologically active or anrJ- I 
genie heterologous proteins. 
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Procede d'expression genetique de proteines heterologues 
par des cellules transferees in vivo 

Domaine technique 

L'invention a pour objet un proc6d6 d'expression gdnfitique de 
proteines h6t6rologues transfectees par des cellules in vivo k Taide d'au 
moins un vecteur d'expression de g&zie encapsute dans des liposomes, selon 
lequel on prepare une suspension de liposomes dans lesquels le vecteur 
d'expression est encapsulfi et Ton injecte cette suspension de liposomes dans 
le sang circulant d'un animal. 

Le proc6d6 selon 1'invention est prfrvu, d'une part, pour produire im 
oncogene capable d'immortaliser des cellules differences et de proliferer in 
vitro ainsi que de produire des proteines d'int6r§t industriel. 

Le procfide selon 1'invention est pr6vu, d'autre part, pour produire in 
vivo au moins une proline h6t6rologue par les cellules de l'animal 
"transfect6 tt , ainsi que des anticorps diriges contre cette proline. 

Technique anterieure 

L*6tat de la technique relative k l'expression g6n6tique de prolines 
heterologues par des cellules transfect6es in vivo £ Taide de vecteurs 
d'expression de gfene en capsules dans des liposomes, peut §tre illustrd par les 
publications cities ci-aprfes i titre d'exemple. 

Selon EP-A1-0 027 662, on a r6alis6 la synthase d'antigfene de surface du 
virus de I'Mpatite B (HBs) dans le foie de lapins injects avec ces liposomes 
encapsulant le g6ne de 1'HBs. 

Selon le brevet US-A-4 394 448, on a injecte dans des souris Balb/c qui 
ne produisent pas de protdine urinaire 2 (mup2), des liposomes encapsulant 
de l'ADN de souris non-fractionn6 et on a retrouvd de la mup2 dans l'urine 
de ces animaux. 

Dans l'article de Nandi et al., 1986, J. Biol. Otem. 261, 16722-16726, on a 
dlcrit l'encapsulation du g&ne de la preproinsuline I de rat et, apr6s injection 
chez le rat, la synthase d'insuline. 
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L'ensemble des resultats presents dans les publications ci-dessus 
montrent qu'une information genetique vehiculee par les liposomes dans 
un animal peut entrainer la synthese de proteines heterologues dans un 
animal "transfecte". 



ExposS de l'invention 

Le but de la pr&ente invention est de permettre l'expression genettque 
de proteines h&erologues par des cellules transferees in vivo a 1'aide d'au 
moins un vecteur d'expression d'un gene encapsute dans des liposomes, de 
maniere a permettre la synthese de diverses proteines en quantite adequate 
pour leurs applications pratiques. 

A cette fin, l'invention a pour objet un procecte d'expression genetique 
tel que defini dans les revendications. 

Lors de la mise en oeuvre de la presente invention, on a introduit dans 
des rats les sequences oncogeniques du gene cellulaire ras de Harvey (tel que 
decrit par Tabin et aL, 1982, Nature 300, 143-149) et le gene de l'hormone de 
croissance humaine (hGH) sous contrdle du promoteur de la proteine du 
gene de la proteine de.choc thermique de 70.000 d (hsp70 pour "h.eat£hodc 
protein ZQ kd") (tel que decrit par Dreano et al., 1988, Bio/Technology 6, 953- 
958). 

L'expression de ces genes a 6t6 retrouvee dans les hepatocytes de ces 
animaux apres les avoir remis en culture in vitro. En effet, ils se sont averfe 
capables et de proUferer in vitro et de produire, apres induction par la 
chaleur, de 1'hGH. 

On a, en outre, introduit deux plasmides (p!7hGHneo et pI7HBN, tels 
que decrit par Dreano et aL, 1988, Bio/Technology 6, 953-958) contenant le 
gene hybride hsp70-hGIL dans des rats et dans des lapins (dans le cas du 
plThGHneo). On a retrouvS dans le sang circulant de ces animaux soit de 
1'hGH soit des anticorps anti-hGH. 

Les avantages de Putilisation de genes exprimes sous une induction 
contr61ee, par le promoteur des genes des hsp, pour la production de 
proteines heterologues par des cellules en culture a 6te amplement deait 
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(notamment par Nover, 1987, Enz. Microb. Technol. 9, 129-144). 

Dans la pr£sente invention, on a utilise le promoteur du gfcne de la 
hsp70. n constitue un promoteur particuliferement puissant, et il est exprime 
dans la quasi totalite des cellules eucaryotes lorsque celles ci sont soumises k 
un choc thermique et permet ainsi de contrdler ainsi le processus 
d'expression des gdnes qu'il dirige. 

n est particulferement important dans le cas de la transfection in vivo, 
conform&nent k la pr&ente invention, d'obtenir la meilleure expression 
possible, de fa^on contrdtee, afin de pouvoir programmer 1'expression et de 
mimer ainsi les conditions d'immunisation classiques utilisant un antig&ne 
purifi& De m&ne, il est d'un grand intdrSt pratique de pouvoir 6tendre le 
champs d'application du proc6d6 selon l'invention au plus grand nombre 
de types de cellules productrices. 

La transfection in vivo permet d'obtenir des anticorps polydonaux 
dirigSs contre toute sorte de prolines s6cr6t6es (ou trans-membranaire) 
ainsi que leurs variants g6n6tiques sans aucune production in vitro de 
Tantigfcne ni de lign6es cellulaires le produisant 

Les dessins annexes illustrent des r6sultats obtenus dans deux exemples 
de la mise en oeuvre de l'invention d£crite ci-aprfes. 

Description somznaire des dessins 

Figure 1 est une autoradiographic obtenue dans un exemple de la mise 
en oeuvre de l'invention* 

Figure 2 est une autoradiographic obtenue dans un autre exemple de la 
mise en oeuvre de l'invention. 

Manifere de r£aliser l'invention 
L'invention sera mieux comprise k l'aide des exemples suivants: 

Exemple 1 

On a r£alis£ la transfection in vivo d'h6patocytes de rat par des 
liposomes encapsulant des vecteurs d'expression, et obtenu la synthase 
consecutive in vitro des g6nes recombin^s de la manifere d^crite ci-dessous. 
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1. Vecteurs d'expression utilises: 

- Le plasmide pEJ contenant l'oncogene cellulaire ras de Harvey sous sa 
forme mute, isold chez lliomme par Tabin et aL, 1982, Nature 300, 143-149. 

- Le plasmide plThGHneo (Dreano et al., 1986, Gene 49, 1-8) contenant 
le gene de resistance k la neomycine sous contrdle des sequences regulatrices 
du Virus Simien 40 (SV40) et le gene de 1'hormone de croissance humaine 
(hGH) dirig* par le promoteur humain du gene de la hsp70. L'avantage de 
l'utilisation de genes exprim*s sotis une induction contrdlee, par le 
promoteur du gene des profemes de choc thermique, pour la production de 
protemes Mterologues dans une varied de cellules en culture a «6 
amplement d&rit par Nover, 1987, Enz. Microb. Technol., 9, 129-144. 

- Le plasmide pl7HBN contenant le mime gene hybride hsp70-hGH, 
un gene de resistance a la neomycine dirige par les sequences regulatrices du' 
gene de la thymidine kinase du virus de l'Herpes Simplex 1 et un fragment 
subgenomique transformant du virus du papiUome bovin (Dreano et aL, 
1988, Bio/Technology 6, 953-958). 

2. Transfection: 

2.1 Des liposomes monolamellaires ont 6te prepares, selon la methode 
de Deamer et al., 1976, Biochem. Biophys. Acta 433, 629-634, a partir de 2 mg 
de phosphatidylcholine dissous dans 1 ml de chloroforme et repris, apres 
evaporation, dans 1 ml d'ether diethyiique. La suspension finale de 
liposomes est realist dans 1 ml de milieu de culture synthetique de base 
complet mais sans senim, contenant 100 ug d'ADN de plasmide P 17hGHneo 
et pEJ. Cette solution est deTjarrassee de lather diethylique par un bullage 
d'air-C02 (95:5, v/v), a 20*C, tout en equilibrant le milieu au pH 
physiologique par un systeme tampon, en vuede rinjection. 

2.2 Cette suspension de liposomes encapsulant les plasmides a 6t6 
injectee dans la veine caudale dint rat Fisher F-344 de huit semaines, a 
raison de 1 ml en 30 seoondes. Ceci correspond a une injection intraveineuse 
de lOOug d'ADN de plasmide 

2.3 Cette injection a 6te repute deux fois, a huit jours d'intervalle, (ou 
autant de fois et selon un rythme reconnu comme necessaire pour observer 
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une transfection de cellules de l'organe concern^). 

2.4 Le lendemain de la derntere injection, on a sacrifi6 raniznal et isol6 
les h^patocytes par perfusion k la collag&iase (Williams et al., 1977, In Vitro 
13,808-817). 

Le milieu de culture utilise 6tait le milieu WME (Williams et aL, 1974, 
Exp. Cell. Res. 89, 139-142) contenant 10% de s6rum de veau foetal ainsi que . 
de 1'insuline et du Cortisol. Apr&s 28 h de culture, les cellules ont 6t£ 
entretenues avec du milieu WME addition^ de 2% dTJltroser G® (LKB) 
qui est un substitut de s4rum. II contient, d'une fa?on standardise, des 
prolines dont de 1'albumine* et de la transferrine, des acides gras 
indispensables, des facteurs de croissance dont TEGF (gpidermal Growth 
Factor) ainsi que des hormones dont Hnsuline et la dexam£thasone. Ce 
substitut a £te choisi pour ses apports constants en facteurs de croissance et 
en hormones. 

Un essai a 6t£ effectu6 en parall&le sur un rat t£moin, en utilisant des 
liposomes produits en i'absence de plasmides. 

3. R6sultats: 

3.1 Proliferation des h£patocytes: 

Pendant les deux premiers jours de culture, aucune difference du point 
de vue de la morphologie cellulaire n'a pu Stre d6tect6e au microscope 
optique entre les deux preparations d'h^patocytes provenant, d'une part, du 
rat ayant requ des liposomes encapsulant des plasmides et, d'autre part, du 
rat ayant re?u des liposomes sans plasmides. Les jours suivants des ddmes 
de cellules mitotiques ont commence k apparaltre dans les cultures 
provenant du foie du rat ayant re?u des injections de liposomes encapsulant 
les plasmides. Ces cellules de forme arrondie se sont d£tach£es d'une fagon 
continue du tapis d'h^patocytes pour. former des grappes de cellules 
poussant en suspension. Aprfes 25 jours de culture, il ne restait plus de 
plages d'h£patocytes dans les flacons de la culture primaire d'h£patocytes du 
rat t£moin, alors que dans la culture provenant du rat traits par les 
liposomes encapsulant les plasmides, la couche cellulaire £tait rest6e intacte. 
Ceci a et6 observe pendant plus de 75 jours. 

Ces cellules ont garde une morphologie typique d'hepatocytes pendant 
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toute cette periode. Pourtant, des ceUules transferees ont continue a se 
diviser en permanence, en se detachant de la couche-de ceUules etalees. 

Ces ceUules en suspension ont et6 recuperet a partir du miUeu de 
culture, par une centrifugation a 65 g pendant 10 mn et ont ete ensuite 
reensemencees dans des flacons neufs, dans le meme milieu. Dans ces 
condtfums, elles se sent attachees et ont prolifere\ La viabiUte cellulaire 
estatee par Inclusion du bleu trypane a ete superieure a 95%. Au 17eme' 
jour apres la mise en culture, les cultures du milieu de culture usage 
provenant de dix flacons ont et£ rassemblees, soit environ 5.10* ceUules 
pour tee ensemencees, en suspension, sans Taide de microsupports' 
sphenques, dans un biogenerateur, dans un volume final de 200 ml du 
meme miUeu de culture. Elles ont maintenu leur proliferation en 
suspension. ParaUelement, une plaque de culture contenant 24 puits de 
culture de 2 cm* a 6t6 ensemencee a raison d'environ 10 ceUules par puits 
Le miUeu de culture du biogenerateur a ete change tons les trois jours, celui 
des flacons et de la plaque de 24 puits tous les deux jours. Apres six jours de 
culture, le nombre de ceUules dans le biogenerateur a ete evaiue a 21.10? 
ceUules, ce qui correspond a une croissance 5,4 generations ceUulaires. Le 
temps de doublement de la population ceUulaire a done et* de 27 heures 
Dans les flacons de culture de 25 cm* ces parametres ont pu etre estimes a 4.7 
generations en cinq jours, corresponds a un temps de doublement de la 
population ceUulaire de 26 heures, done tres comparable a celui des ceUules 
cultivees en suspension. 

3.2 Secretion dliGH et selection par la gen^tidne: 
Les ceUules cultivees dans la plaque de culture de 24 puits ont subi un 
choc hypermermique de 43«C pendant 3 h. L'hGH a ete dosee par RIA dans 
chaque mffieu de culture recueiUi 24 h plus tard. Dans 3 des 24 puits, FhGH 
a 6t& produite aux taux respeenfs de 5, 8 et 20 ng/106 ceUules/24 h. Les 
ceUules de la population la plus productrice ont «t* repiquees et 
ensemencees dans 24 autres puits. Un nouveau choc hyperthermique a 6te 
pratique 8 jours plus tard. L'hGH a et6 retrouveV dans 4 des 24 mUieux 
recueUUs, a raison de 3, 5, 9 et 31 ng/106 ceUules/24 h. 
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3.3 S£cr£tion d'albumine et de transferrine de rat: 

Les cellules recombinSes, cultiv^es dans un flacon, ont exprim6 ces 
deux proteines endogfenes pendant une p£riode s'£tendant au-del& de 75 
jours de culture k des taux proches, voire sup6rieurs, k ceux des Mpatocytes 
fralchement isol6s, k savoir entre 15 et 26 Jig/10 6 cellules/ 24 h pour 
1'albumine et autour de 1,1 jag/10 6 cellules/24 h pour la transferrine. 

Les risultats obtenus sont rassembl& dans le Tableau I qui suit. 

TABLEAU I 

SECRETION D'ALBUMINE ET DE TRANSFERRINE PAR DES HEPATOCVTES 
DE RAT TRANSFORMES IN VIVOPAR CO-TRANSFECTION AVEC LES 
PLASMIDES pEJ ET p!7hGHneo ET CULTIVES EN FLACONS DE 75 cm 2 . 



I Age de la culture 
1 (jours) 


64 


76 


80 1 


1 Secretion d'albumine 
1 (ug/106 cellules/24 h) 


15 


26 


.15 1 


1 Secretion de transferrine 
! (ug/ 10$ cellules/24 h) 


0,75 


1,27 


1,25 1 



3.4 Biosynth&se des acides biliaires primaires du foie de rat: 
- La production d'acides biliaires par les cellules cultiv£es en 
biog£n£rateur 70 jours aprfes la mise en culture a 6t£ mesurfie par 
chromatographie gazeuse-spectrom£trie de masse (Tsaconas et al v 1986, 
Anal. Biochezn. 157, 300*315). Les acides biliaires libres ont 6t6 s6par£s des 
conjugu^s par chromatographie en coudie mince. Les acides biliaires qui ont 
et£ identifies 6taient 1'acide ch£nod£soxycholique (CDC) et 1'acide cholique 
(CH). Ce sont les deux acides biliaires primaires majeurs du foie de rat. 

Les taux de production ont 6t£: 

- fraction libre: CDC: 1,7 nmol/mg de proline cellulaire/24 h et CH: 3,5 



WO 90/01543 



PCT/CH89/00141 

8 



nmol/mg de proteme cellulaire/24 h. Le rapport CDC/CCH + CDC) est egal a 
33%, proportion observee nonnalement dans la section hepatique de ces 
atides biliaires primaires: 

- fraction conjuguee: CDC: 2,6 nmol/mg de proteine cellulaire/24 h et 
CFfc 5,2 nmol/mg de proteine cellulaire/24 h. 

Par rapport aux taux de production in vivo des acides biliaires 
primaires libres et conjugues, cette secretion qui correspond a 13.1 nmol/mg 
de proteine cellulaire/24 h represente environ 1,5 a 2 fois celle du foie 
normaL Pourtant il faut noter que, dans 1'organe, les hepatocytes constituent 
90% du foie et que ce sont surtout les hepatocytes de la zone externe du 
globule hepatique qui syntMtisent les acides biliaires, alors que 
vraisemblablement toutes les cellules recombinees sont responsables de cette 
biosynthese. D'autre part, la fraction analysee des steroldes bUiaires 
contenait, dans la limite des valeurs nonnales, des sterols biliaires neutres 
de type hydroxycholesterols et citocholesterols, ainsi que d'autres acides 
bUiaires dihydroxylfe et trihydroxyles qui accompagnent nonnalement la 
secretion de l'acide chenodesoxycholique et de l'acide cholique. 

Cet exemple demontre que des hepatocytes peuvent etre transfectes in 
vivo, in situ dans le foie,.par deux plasmides, chacun encapsul* dans des 
liposomes. L'un, le pEL vecteur de l'oncogene ceUulaire rag de Harvey mute 
et l'autre le P 17hGHneo, vecteur du gene d'expression de l'hormone de 
croissance humaine et du gene de selection par resistance a la neomycins 
afin d'obtenir ensuite par explanation de la glande hepatique des' 
hepatocytes capables de proliferer en culture et d'exprimer le gene 
recombine, codant pour la synthese de la proteine d'interet the>apeudque. 

Les hepatocytes transfectes in vivo par les plasmides pEJ et P 17hGHneo, 
encapsules dans des liposomes, injectes dans la veine caudale et mis en 
culture, sont done capables de proliferer in vitro. lis gardent des fonctions 
specifiques du foie, bien au-dela de deux mois de culture. Une partie de ces 
hepatocytes, non clones pour cette activity secretent l'hormone de 
croissance humaine dans le milieu de culture. 

Les resultats de ces travaux de transfection in vivo demontrent la 
realitf du transfert du materiel gen6tique du piasmide encapsule dans des 
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liposomes lorsqu'il est vdhicul6 sous cette forme par le sang veineux vers 
les cellules h6patiques de l'animal intact, et finalement capt£. La 
recombinaison cTun gfcne oncog6n6tique permet d'obtenir des h6patocytes 
difterenci6s qui proliferent en culture, tout en exprimant des fonctions 
sp^cifiques du foie: biosynthfese d'albumine, de transferrine et des acides 
biliaires libres et conjugugs, m6tabolisme des composes endogfenes et 
m£tabolisme des s6nobiotiques, impliquant I'activite des mono-oxyg6nases & 
cytochromes P-450. Comparativement, les h6patocytes de rats normaux, 
done de rats non trails, ne sont maintenus en culture que quelques jours, 
perdant vite ces fonctions avant de se lyser, comme cela est bien connu. 

Le clonage des h6patocytes rendus proliteratifs devrait permettre 
d'obtenir des lign^es d'h6patocytes transform^ qui garderaient tm haut 
niveau d'activit6 hepatique fondamentale, permettant ainsi d'6tudier le 
m^tabolisme des composes endog&nes venant des autres tissus et de 
composes x6nobiotiques produits par la chimie industrielle et la pharmacie. 
En meme temps, ce module constitue un outil de grand int6rSt pour des 
travaux sur Texpression de g&nes oncogenes et de g&nes codant pour la 
biosynth&se de prot&nes, pour une production industrielle. 

Exemple 2 

On a r6alis£ de la manifere d^crite ci-dessous l'expression chez le rat de 
Thormone de croissance humaine resultant de la transfection in vivo. 

1. Vecteur d'expression: 

Les plasmides utilises sont les plasmides pl7hGHneo et pl7HBN qui 
contiennent tous les deux le gfene hybride hsp70-hGH (Dreano et al., 1988, 
Bio/Technology 6, 953-958). 

2. Transfection: 

2.1) Des liposomes monolamellaires ont 6t€ pr6par6s selon la m6thode 
de Deamer et al., 1976, Biochem. Biophys. Acta 433, 629-634, k partir de 2 mg 
de phosphatidylcholine dissous dans 1 ml de chloroforme et repris, aprfes 
Evaporation, dans 1 ml d'6ther diEthylique. Les suspensions finales de 
liposomes sont rEalisees dans 1 ml de milieu de culture synthEtique de base 
complet mais sans s6rum, contenant soit 100 jig d'ADN de plasmide 
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plTHBN soit 100 ug d'ADN de plasmide plThGHneo soit pas d'ADN Ces 
solutions sont d&arrassees de Tether diethylique par un bullage d'air-C02 
(955, v/v), a 20"C, tout en equilibrant le milieu au pH physiologique par un 
systeme tampon, en vue de l'injection. 

2^ Chaque suspension de liposomes (encapsulant les plasmides) a £te 

mjectee dans la veine caudale d'un rat Fisher F-344 de huit semaines, a 

raison de 1 ml en 30 secondes. 

23 Cette injection est rep^tee deux fois, a huit jours d'intervalle (ou 

autant de fois et selon un rythme reconnu comme necessaire pour observer 

une transection de cellules des organes concemes. 

2.4 1, 2 et 7 jours apres l'injection, les animaux ont ete soumis a un 
stress thermique par elevation de la temperature ambiante a 45°C pendant 
20 mn. 1 jour apres chaque induction thermique, 1 ml de sang de chaque rat 
a 6t# preleve- et centrifuge immSdiatement pour recueillir le plasma. 

2.5 LTiGH a 6te dosee par radiOimmuno-essai (radioimmunoassay, 
RIA) dans le plasma des trois rats (voir le Tableau H qui suit). 

Dans les analyses du serum de ranimal injecte avec les Hposomes 
vides, un faible signal a ete observe, probablement da a une r&ction non 
speofique entre 1'hormone de croissance de rat et les anticorps anti-hGH du 
RIA. 

Les echantillons de plasma des rats injectes avec des liposomes 
encapsulant les plasmides plTHBN ou plThGHneo contenaient entre 4 et 6 
fois plus de GH que ceux du rat temoiiu Les rats ont bien synthase de l"hGH 
apres l'injection des liposomes encapsulant Tun ou 1'autre des plasmides 
vecteurs du gene de rhGH. 

Le dosage de l*hGH secnftee dans le sang de 1'animal transfecte a £te 
reahs* soit par dosage radio-immunologique (Trousse hGH-RIA, Pasteur 
Diagnostics, F-92430 Marr^-la-Coquette), soit par dosage immuno- 
enzymabque ELBA sur des supports spheriques (Trousse Sensibead EIA, 
Terumo Medical Corp., FJkton, MD 21921). 
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TABLEAU H 

EXPRESSION IN VIVO CHEZ LE RAT DE VhCH APSES INJECTION DE 
LIPOSOMES CONTENANT SOU LE pl7HBN, SOU LE pl7hGHneo. 



I Rat no. Plasmide 


Frll&vement du sang 


ng GH/ml I 


I inject^ 


jours aprfes 1'injection 


de plasma 1 


I 1 n6ant 


2 






8 


0,4 1 




20 


0,0 1 


1 2 pl7HBN 


2 


1J6 1 




8 


1,4 1 




20 


U 1 


1 3 plThGHneo 


2 


2J> 1 




8 


2,2 1 




20 


1,6 1 



Exemple 3 

On a r6alis6 de la manifcre d^crite ri-dessous l'expression chez le rat 
d'anticorps dirig&s contre l'hormone de croissance humaine resultant de la 
transfection in vivo suivante. 

Deux rats Fisher F-344 de 10 semaines ont re?u, le premier, le 
vingti&me et le vingt-septifeme jour de l'expfirience, une injection 
intracardiaque de liposomes pr6par6s selon Texemple 1, encapsulant le 
plasmide pl7HBN ou p!7hGHneo. Les animaux ont it6 sounds k un stress 
thermique de 20 mn k 45 fl C tous les 3 k 5 jours aprfes la premifere injection. Le 
sang de chaque animal a it€ pr61ev6 au trenti&me jour de Texpfirience et a 
ete utilise pour preparer le s£runu 

Dans le mfime temps, des cellules de la lign^e 6, obtenue par 
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transfection de cellules NIH-3T3 avec des plasmides contenant Oncogene c- 
ras et le £. de 1*GH sous controle du promoteur du gene de la hsp70 
humane (Dreano et al, 1986, Gene 49, l-8),ont ete incubees a 43«C pendant 
2 heures, puis 24 heures a 3T>C en presence de [35S]-methionine. 

Les surnageants de culture de ces cellules (0,5 ml) ont ete utilises pour 
detecter la pr&ence d'anticorps anti-hQH par la technique d'immuno- 
Ftepxtauon. Brievement, ils ont ete incubes a 4»C pendant 3 heures soit 
avec dess^s des rats injectes avec les liposomes encapsulant plThGHneo 
ou plTHBN soit avec un serum de rat non traite soit avec un serum de lapin 
hypenmmunise contre 1'hGH (DAKO)/ Les melanges reactionnels ont 
estate efc mis en presence de proteme-A^epharose pendant 20 heures a 
, **** centrifu S ati on, les complexes immuns lies a la proteine A des 
b*es de sepharose (bUles) ont ete laves trois fois avec un tampon NET- 
NF40, (lOOmM Nad, ImM EDTA, lOmM Tris pH 7.5, 0.5 % NP40) et deux 
fa. mc un tampon EIPA-uree (1M uree, 1% Deoxycholate de Na, 1% de 

NP40 /0 .( ) 5MTrispH7.5 / 0.15MNaao.02MEDTA).Lesbmesonteteen fi n 
rerrases en suspension dans 50 ul de "sample buffer" (50 mM Tris HQ P H 
6.8, 1% SDS, 10% Glycerol, 0.005% Bleu de Bromophenol, 14 M 2- 
mercaptoethanol) puis portees a ebullition pendant 2 mn a 100°C Les 
surnageants ont ete analyses par electrophorese sur gel d'acrylamide 15%- 
SDS (Laemmli, 1970, Nature 227, 680-685). 

Les resultats de la Figure 1 montrent une proteine du poids 
mo leculaire de 1'hGH (22kd, indiquee par une fleche sans queue) dont la 
taiUe a ete calculee par comparison avec la position de proteines de poids 
molecubure connu dont la position est indiquee par une fleche a gauche de 
la figure). UhGH radioactive ainsi detectee, a ete immunopredpitee par les 
scrums des ardmaux injectes avec les liposomes encapsulant aussi bien le 
pLasmxde plTHBN (1) que plThGHneo (2), et cela de fa^on comparable a 
IhGH unmunoprecipitee par le serum de lapin commercial ( + ). Cette 
proteme est absente de rechantillon analyse avec le serum du rat non traite 
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Exemple 4 

On a realise de la manifere decrite ci-dessous l'expression chez le lapin 
d'anticorps diriges contre rhorxnone de croissance humaine resultant de la 
transfection in vivo. 

Trois lapins New Zealand (Kf,m., Switzerland) de 8 k 10 semaines 
semaines ont re?u des injections de liposomes, prepares selon 1'exemple 2, 
encapsulant le plasmide plThGHneo dans la veine de 1'oreille. Les animaux 
ont subi un stress thennique, par elevation de la temp&ature ambiante k 
43°C pendant 30 mn, deux et sept jours apr&s injection. Le m§me protocole 
experimental a €ti repete 1 nouvelle fois six mois plus tard. Quelques ml de 
sang de chaque animal ont alors et6 pr&eves et ont 6t6 utilises pour preparer 
les serums. 

Les scrums ont £t£ analyses selon la technique decrite dans 1'exemple 3 
et compares au serum d'un lapin non traite et au serum d'un lapin 
hyperimmunise contre ThGH (DAKO). 

Les resultats, presentes dans la Figure 2, montrent une bande 
correspondant k un poids moleculaire d'environ 22 kd (poids moleculaire 
de 1'hGH, indiquee par une fteche sans queue) dans les echantillons 
contenant soit le s6rum commercial (+) soit les scrums des 3 lapins injectes 
avec les liposomes encapsulant le plasmide pl7hGHneo (1, 2, 3). Cette bande 
est absente dans rechantillon contenant du s6rum du lapin non traite (-). 

Comme il ressort des exemples ci-dessus, le transfert d'un ADN de 
plasmide au moyen de liposomes injects in vivo chez un animal, 
notamment le rat et le lapin, a permis de faire exprimer le g&ne cod ant pour 
l'hormone de croissance humaine (hGH). Cette hGH a ete retrouvee dans le 
sang d'un rat ainsi traite, s&crit&e jusqu'au dernier prei&vement effectu6, 20 
jours apr&s la transfection. Par la suite, les r&ultats des exemples 3 et 4 
montrent la presence d'anticorps anti-hGH dans le s6rum rats ou des lapins 
injectes avec les liposomes encapsulant pl7hGHneo ou pl7HBN confirmant 
ainsi, que cette technique permet la synthase in vivo d'une proteine cod<§e 
par un ADN he Prologue injecte dans des liposomes et que la reponse 
immunitaire de l'animal peut etre stimuiee sans injection de l'antig&ne. De 
plus, la mise en evidence d'anticorps anti-hGH aussi bien dans le sang 
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drculant de rats que de lapins "transfectcs" demontre de maniere formelle 
I'expression du gene de 11iGH par les animaux "transfectes". 

II va de soi que le proceed selon I'invention perrnet d'obtenir des 
animaux hyperimmunises pouvant etre utilises par la suite comme source 
de materiel biologique pour la production d'anticorps monodonaux. 

Apres la mise en culture du foie du rat sounds a la transfection, les 
hepatocytes recombinants cultives secretaient par aiUeurs encore 1'hGH 30 
jours apres la mise en culture, soit 50 jours apres la transfection. La co- 
transfection des hepatocytes du rat ou de tout autre animal par un plasmide 
vecteur d'un gene de selection et un plasmide vecteur d'un gene 
d'expression a interet biotechnologique est done realisable in vivo. Ce 
modele perrnet d'obtenir des cellules hautement specialises, capables de 
proliferer in vivo, apres explantation puis selection en culture de cellules de 
l'organe de ranimal »transfecte''. Dans le cas des hepatocytes, ces cellules 
recombinants proliferatives expriment des fonctions hepatiques, en m&ne 
temps que le gene recombine. 

Possibility duplication industrielle 
Le precede 1 d'expression par transfection in vivo selon I'invention, 
presente un grand interet pour produire des ceUules differenciees capables 
de proliferer in vitro presentant des applications industries entre autres 
dans les domaines de la pharmacologic de la toxicologic et de la 
cancerogenese. D'autre part, elle perrnet d'inserer ou de reinsurer in vivo un 
g6ne non exprimS d^bouchant sur la synthese in vivo de prolines 
heterologues biologiquement actives Ou antigeniques. Cette derniere 
application perrnet soit de vacciner des animaux soit de les utiliser pour la 
production d'anticorps. 
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Revendications 

1. Froc&te d'expression g6n6tique de prot&nes h^t&ologues par des 
cellules transferees in vivo k l'aide d'au moins un vecteur d'expression 
d'un gfene encapsute dans des liposomes, selon lequel on prepare une 
suspension de liposomes dans lesquels le vecteur d'expression est encapsute 
et Ton injecte cette suspension de liposomes dans le sang circulant d'un 
animal, caract£ris6 par le fait que: 

a) Ton injecte dans Tanimal une suspension de liposomes 
encapsulant au moins un vecteur d'expression contenant un gfene codant 
pour un oncogene, de manifcre que des cellules differenciees de l'animal, 
ainsi transferees, puissent produire I'oncogfcne, 

b) Ton pr£16ve de l'animal un organe contenant les cellules 
transferees qui expriment 1'oncogfene, et 

c) Ton remet les cellules de l'organe pr61ev6 en culture in vitro de 
manifere k obtenir des cellules qui expriment l'oncogfene et qui sont capables 
de proliferer in vitro. 

2- Proc6d6 selon la revendication 1, caract£ris6 par le fait que Ton 
injecte une suspension de liposomes encapsulant en outre un vecteur 
d'expression contenant un gfcne codant pour une autre prot6ine d6sir6e, de 
manifcre k pouvoir obtenir lesdites cellules qui expriment l'oncogfene ainsi 
que 1'autre proline. 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 par le fait que 
ledit vecteur d'expression contient un g6ne codant pour un oncogene 
cellulaire. 

4. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caractdris6 par le fait que 
ledit vecteur d'expression contient le gfene de I'ong&ne c-ras de Harvey, 

5. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 par le fait que 
lesdites cellules diffdrenctees transferees sont des Wpatocytes. 

6. Precede selon la revendication 2, caract6ris6 par le fait que le g&ne 
codant pour ladite proline d£sir£e est le g6ne de 1'hormone de croissance 
humaine. 
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7. Proced* d'expression genetique de proteines heterologues par des 
cellules transfectees in vivo a 1'aide d'au moins un vecteur d'expression de 
genes encapsule dans des liposomes, selon lequel on prepare une 
suspension de liposome dans lesquels les vecteurs d'expression sont 
encapsules et Ton injecte cette suspension de liposomes dans un animal, 
caractense* par le fait que 

a) Ton injecte dans I'animal une suspension de liposomes 
encapsulant un vecteur d'expression contenant un gene codant pour la 
proteine d'interet sous contrdle d'un promoteur du gene de proteine de 
choc thermique, de maniere que les cellules transferees de I'animal 
puissent produire in vivo la proteine d'interet, 

b) I'on soumet I'animal k un choc thermique de maniere a favoriser 
1'expression des genes sous condole dudit promoteur de gene, 

c) l'on prfleve du sang drculant de I'animal des protemes d'interet 
ou des anticorps diriges centre cette proteme, et 

d) l'on repete ces operations d'injection (a), de choc mermique (b) et 
de prSevement (c) le nombre de fois necessaire pour obtenir une synthese • 
adequate de la proteme ou des anticorps. 

8. ProoSd* selon la revendication 7, caractense* par le fait que le gene 
codant pour ladite proteme d&iree est le gene de 1'hormone de croissance 
humaine. 

9. ProcedS selon la revendication 7, caractens6 par le fait que ledit 
promoteur du gene de proteine de choc thermique, est celui d'une protSne 
humaine de poids moleculaire de 70 kd." 

10. Proc6de selon la revendication 1 ou 7, caractens* par le fait que l'on 
encapsule ledit vecteur d'expression dans des liposomes neutres 
monolamellaires. 

11. ProeSde- selon la revendication 1 ou 7, caractense^ par le fait que l'on 
injecte ladite suspension de liposomes dans un rat ou dans un lapin. 

12. Proo5d6 selon la revendication 1 ou 7, caractense* par le fait que le 
vecteur utilise est un plasmide. 

13. Proc6de selon la revendication 1 ou 7, caract&is* par le fait que par 
l'interm^diaire du ou des vecteurs injects, on transfecte les cellules soit par 
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un ou plusieurs gfenes d'expression et par un ou plusieurs gfcnes de 
s&ection, soit par un ou plusieurs g&nes de selection. 

14. Prot&ne h£t£rologue telle que produite in vitro ou in vivo par des 
cellules transfectfies selon les revendications 1 ou 7* 

15. Cellules capables de proliferer in vitro, resultant de la transfection 
in vivo, par mise en oeuvre du precede selon la revendication 1. 

16. Cellules selon la revendication 15, caract£ris£es par le fait qu'il 
s'agit d'hfipatocytes. 

17. Anticorps, diriggs contre la prot6ine exprimge in vivo par les 
cellules transferees par mise en oeuvre du proc£d£ selon la revendication 7. 
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